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地 衣 芽 孢 杆菌 CP-16 脂 类 水 解 酶 的 研究 
= Gc! kee mue Rew! ug «^ 刘 俊 丽 ! 
(1. 中 国 农业 科学 院 北 京 畜 牧 兽医 研究 所 ， 动 物 营养 学 国家 重点 实验 室 ， 北 京 100193; 2. 
甘肃 农业 大 学 动物 科学 技术 学 院 ， 兰 州 730070) 


摘 要 : 本 试验 则 在 通过 异 源 表 达 获 得 地 衣 芽 孢 杆菌 (Bacillus licheniformis) CP-16 的 脂 类 


水 解 酶 ， 并 探究 其 在 羽毛 降解 过 程 中 的 作用 。 试 验 以 地 衣 芽 孢 杆菌 CP-16 基因 组 DNA 为 模 


板 ， 扩 增 脂 类 水 解 酶 基因 ， 转 化 入 大 肠 杆 请 中 表达 ， 获 得 重组 酶 L-4。 研 究 重 组 酶 L-4 的 适 


宜 pH、pH 稳定 性 、 适 宜 温 度 、 温 度 稳 定性 以 及 有 机 溶剂 和 金属 离子 对 其 相对 活性 的 影响 ， 


同时 探究 其 对 角 和 蛋白 酶 K 水 解 天 然 羽 毛 角 蛋白 的 作用 。 结 果 显 示 ， 获 得 的 脂 类 水 解 酶 基因 


大 小 为 747 bp， 编 码 248 个 氨基 酸 ， 在 大 肠 杆菌 中 成 功 表达 出 重组 酶 L-4， 其 分 子 质量 约 为 


28.3 ku， 酯 酶 活性 为 0.42 U/mL， 适 宜 pH 为 6.5， 适 宜 温 度 为 50 C; 在 pH 6.5~9.5 条 件 下 


WW 


处 理 30 min 相对 活性 保持 80% 以 上 ,在 低 于 50 ‘CC 温度 条 件 下 处 理 30 min 相对 活性 保持 70% 


以 上 。 二 价 铁 离子 (Fe”*)、 钠 离子 (Na), RES (M), SAT (Ca) 对 重组 酶 L-4 


相对 活性 具有 激发 作用 ， 钢 离子 (Ba”')、 锌 离子 (Zn”*)、 铜 离子 (Cu*)、 镍 离子 ON?) 


对 重组 酶 L-4 相对 活性 具有 抑制 作用 。 当 有 机 溶剂 浓度 为 30% 时 , 重组 酶 L-4 Ze — FASE 


(DMSO) 和 甲醇 中 保持 97% 和 8$% 的 相对 活性 ， 在 丙酮 、 乙 醇 中 保存 45% 以 上 的 相对 活 


性 ， 在 异 两 醇 中 保存 不 到 20% 的 相对 活性 ， 而 在 乙 且 中 相对 活性 基本 完全 丧失 。 用 重组 酶 


L-4 预 处 理 天 然 羽 毛 底 物 ， 可 提高 角 蛋 白 酶 K 对 底 物 的 水 解 效率 ， 促 进 率 为 4.32%。 由 此 可 


见 ， 脂 类 水 解 酶 可 降解 羽毛 表层 脂 质 ， 可 在 促进 角 和 蛋白 酶 水 解 羽毛 角 和 蛋白 中 发 挥 作用 。 


A: 地 衣 芽 了 侈 杆菌;， 脂 类 水 解 酶 ， 角 和 蛋白 ; 羽毛 脂 质 ， 克 隆 表达 
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我 国 蛋 白质 饲料 资源 短缺 ,长 期 依赖 进口 ， 这 种 现状 很 难 在 短期 内 改变 。 我 国 每 年 屠 字 


RBiK 100 多 亿 只 ， 可 产生 羽毛 70-80 万 t。 羽 毛 粗 蛋白 质 含量 高 85% )、 成 本 低 、 含 硫 氮 


基 酸 丰富 ,是 一 种 良好 的 蛋白 质 资源 。 若 将 这 部 分 资源 充分 开发 利用 ,不 


白质 饲料 资源 短缺 的 现状 , 且 能 减轻 其 对 环境 的 污染 。 


目前 , 羽毛 加 工 处 理 方法 主要 有 物理 、 


化 学 和 生物 方法 。 物 理 、 化 学 方法 存在 能 耗 高 、 氨 基 酸 被 破坏 严重 、 污 染 


方法 主要 利用 角 和 蛋白 降解 菌 或 其 产生 的 酶 对 角 和 蛋白 进行 处 型 


角 和 蛋白 的 同时 会 产生 利用 率 较 低 的 菌 体重 白 , 而 生物 酶 水 解 角 蛋 


利用 率 较 高 的 小 肽 和 氨基 酸 。 目 前 , 利用 角 和 蛋白 水 解 酶 处 理 羽毛 角 和 蛋白 越 来 越 受 到 重视 ， 


障 。 羽 毛 内 部 为 结构 稳定 的 角 和 蛋白 , 分 子 内 存在 大 量 二 


显示 出 巨大 的 应 用 前 景 。 羽 毛 表面 由 脂 质 包 襄 "“， 大 部 分 为 


量 为 细胞 膜 层 脂 类 。 表层 脂 质 是 难于 降解 的 复杂 混合 物 , 形成 羽毛 与 外 界 物质 接触 的 天 然 屏 


仅 能 够 缓解 我 国 蛋 


E. 其 中 ,利用 角 和 蛋白 降解 菌 降 解 


白 则 可 将 角 和 蛋白 直接 水 解 为 


[Hu 


尾 脂 腺 分 泌 的 混合 脂 类 局 ， 少 


硫 键 、 氢 键 以 及 踊 水 基 团 , 不 易 降解 。 


破坏 羽毛 表层 脂 质 是 提高 角 和 蛋白 酶 水 解 羽毛 角 蛋 白 效 率 的 关键 环节 。 探 究 脂 类 水 解 酶 在 降解 


羽毛 表层 脂 质 中 的 作用 ， 将 完善 羽毛 酶 解体 系 ， 为 羽毛 角 和 蛋白 


高 效 酶 解 处 理 提供 指导 。 


天 然 羽毛 经 过 物理 化 学 脱脂 处 理 后 性 质 均 会 发 生 改变 。 羽 毛 经 气 氧 化 钠 (NaOH) 溶液 


itn 


处 到 


现 ， 多 种 重 白 酶 水 解脱 脂 羽 毛 的 速度 均 有 提高 ， 最 高 可 达 1 倍 。 


量 研究 发 现 ， 多 种 角 和 蛋白 


LE 后 ， 实 际 接触 角 下 降 ， 空 间 结构 发 生 改 变 站 。 王 德 山 等 中 将 羽毛 经 石油 醚 脱脂 处 理 后 发 


降解 菌 均 可 产生 脂 类 水 解 酶 。Vasileva-Tonkova 等 外 在 研究 羽毛 废弃 物 降解 中 ， 发 现 20 种 放 


线 菌 在 羽毛 培养 基 中 均 产 生 了 脂肪 酶 。Zhang Ole d 


p PC PE Z A 


发 酵 液 中 


检测 到 了 脂肪 酶 活 


性 。 王 德 山 等 中 在 地 衣 芽 孢 杆菌 (Bacillus licheniformis) CP-16 发 酵 液 和 胞 内 液 均 检测 到 脂 


肪 酶 活性 ， 发 酵 液 和 胞 内 液 脂 肪 酶 活性 分 别 为 6 和 1 U/mL。 由 此 推测 ， 


蛋白 降解 菌 产生 


的 脂 类 水 解 酶 可 能 在 降解 羽毛 表层 脂 质 、 促进 角 和 蛋白 酶 水 解 羽毛 效率 中 发 挥 作用 , 但 有 关 这 


方面 研究 报道 较 少 。 因 此 , 本 研究 通过 获得 羽毛 高 效 降解 菌 地 衣 节 孢 杆菌 CP-16 的 脂 类 水 解 


酶 ， 探 究 其 在 角 和 蛋白 酶 K 水 解 羽毛 角 和 蛋白 中 的 作用 ， 


进一步 完 


善 羽毛 的 


酶 解体 系 ， 为 羽毛 
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角 和 蛋白 的 高 效 酶 解 提供 理论 指导 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 材料 


1.1.1 菌株 来 源 


地 衣 芽 孢 杆菌 CP-16 为 本 实验 室 前 期 筛选 保存 的 羽毛 高 效 降 解 菌株 ， 大 肠 杆 菌 


(Escherichia coli, E.coli) DH5a 和 BL21(DE3) 购 自 北京 博 迈 德 科 技 发 展 有 限 公司 。 


1.1.2 载体 和 工具 酶 


pMD19-T 载体 、DNA 聚合 酶 (LA Taq). DNA Marker 均 购 自 宝 生物 工程 (大连) AR 


公司 ，T4 DNA 连接 酶 购 自 北京 博 迈 德 科技 发 展 有 限 公 司 ， 限 制 性 内 切 酶 BamHI, Xhol 购 


1.1.3 ”试验 试剂 


HEAR K 购 自 济南 诺 能 


自 NEB AFJ, pET-22b 载体 为 本 实验 室 保存 。 


生物 工程 有 限 公司 生产 。 


FF Py 3k-B-D-fi RE ILIE IPTG). AREER (Amp) 5-R-4 氧 -3- 呀 唆 -B-D- 半 乳糖 


H (X-Gal) 均 购 自 Promega 公司 ， 细 菌 基 因 组 提取 试剂 盒 、 质 粒 提取 试剂 盒 、 琼 脂 糖 凝 胶 


回收 试剂 盒 均 购 自 北京 博 迈 德 科技 发 展 有 限 公司 ， 镍 琼脂 糖 凝 胶 柱 购 自 北京 康 为 世纪 公司 ， 


0- 乙 酸 蔡 醋 (1-naphthyl acetate), [Ali B 盐 购 自 美 国 Sigma 公司 。 


1.1.4 培养 基 


ax 


HAZ (LB) 培养 基 : 酵母 提取 物 0.5 g, REAR 1.0 g， 和 氧化 钠 1.0 g， 去 离子 水 


100 mL, A%X pH, 121 ‘CX 30 min. 


LB 国体 培养 基 〈 含 Amp): 酵母 提取 物 0.5 g， 胰 和 蛋白 肛 0g, SLT 1.0 g， 琼 脂粉 


1.5-2.0 g， 去 离子 水 100 mL, 


自然 pH，121 CK 30min. WAE 55~60 CRI Amp 至 


终 浓度 为 100 pg/mL， 倾 倒 平 板 ，4 它 保存 。 


12 ”试验 方法 


V1 


E 
X 
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1.2.1 目的 基因 克隆 


使 用 细菌 基因 组 提取 试剂 盒 提 取 地 衣 茸 孢 杆 菌 CP-16 的 基因 组 ， 具 体操 作 按 说 明 书 进 


在 Uniprot(http:/www.uniprotorg/) 中 搜索 地 衣 芽 孢 杆菌 脂 类 水 解 酶 蛋白 质 序 列 ， 得 到 


脂 类 水 解 酶 基因 全 长 序列 。 根 据 所 得 的 序列 设计 引物 扩 增 全 长 基因 ， 正 反 向 引物 分 别 引入 B 


amHI、Xhol 酶 切 位 点 ， 引 物 序 列 〈 下 划 线 处 为 酶 切 位 点 序列 ) 如 下 : 
上 游 引 物 : 5'-CGGGATCCGAAAATTGTCAAACC" 3', 


下 游 引物 : 5'-CCGCTCGAGTGTCTGCCAATC -3 。 


PCR 反应 程序 根据 所 用 的 DNA 聚合 酶 说 明 书 进行 .PCR 扩 增 完成 后 用 1% 琼 脂 糖 凝 股 


电泳 检测 扩 增 结果 。 将 扩 增 产物 与 载体 pMD19-T 在 16 ‘C 条 件 下 连接 12 hp， 转 化 到 E.coli 


DH5a P. AWWA DES i A A PCR 鉴定 的 阳性 克隆 ， 送 交 北 京 擎 科 公 司 进行 重组 基因 


序列 测定 。 测 序 结果 采用 DNAMAN 6.0 软件 进行 对 比分 析 ， 并 将 序列 在 NCBI 上 进行 BL 


AST 分 析 ， 征 选 出 可 用 于 下 一 步 试验 的 阳性 克隆 。 


1.2.2 表达 质粒 的 构建 及 重组 酶 菌株 的 表达 


用 限制 性 内 切 酶 BamHI, Xhol 酶 切 质粒 pMD19-T-L-4 和 载体 pET-22b. MEW REN 


基因 L-4 和 载体 pET-22b 于 25 CF, H T4 DNA 连接 酶 连接 2 h。 将 连接 后 的 表达 质粒 


pET-22b-L-4 转化 入 E.coli DH5a 感受 态 细胞 中 。 根 据 Amp 抗 性 得 到 潜在 阳性 克隆 。 培 养 扩 


增 后 ， 进 行 菌 液 PCR 鉴定 ， 酶 切 鉴定 ， 最 后 测序 鉴定 获得 连接 正确 的 表达 质粒 。 将 测序 鉴 


定 正确 的 重组 质粒 转化 到 E.coli BL21(DE3) 感 受 态 细胞 中 ， 构 建 表达 重组 酶 菌株 。 


挑 取 阳 性 单 菌落 接种 到 LB 培养 基 中 ( 含 100 ug/mLAmp)。37 C, 180 r/min 过 夜 培养 


得 到 种 子 液 。 种 子 液 按 2% 的 接种 量 接 于 50 mL LB 培养 基 中 CÓ 100 ug/mL Amp), 37 °C 


培养 至 吸光 度 CODO Ë 0.5-0.6. £$ IPTG CZXTK E 0.2 mmol/L, 30 C, 4h) 诱导 表达 后 ， 


4 C., 10000 r/min 离心 10 min 收集 落体， 进行 超声 破碎 ， 离 心 ， 分 别 收集 上 清和 沉淀 。 
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1.2.3 十 二 烷 基 硫酸 钠 - 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 (SDS-PAGE) 分 析 重 组 蛋白 及 包涵 体 蛋 白 纯 化 


复 性 


对 超声 破碎 后 收集 的 沉淀 和 上 清 进行 SDS-PAGE, 检测 蛋白 


表达 形式 和 产量 。 包涵 体重 


白条 用 镍 琼脂 糖 凝 胶 进 行 纯化 ,纯化 后 的 包涵 体 蛋 白 溶 解 于 含 8 mol/L 尿素 的 洗 脱 缓冲 液 中 。 


将 包涵 体 蛋 白 纯 化 后 的 蛋白 液 以 合适 的 浓度 装 入 处 理 好 的 透析 袋 中 。 将 透析 袋 放 入 复 性 液 中 


〈 依 次 含 6、4、2 和 0 mol/L 尿素 )， 在 4 条 件 下 进行 透析 。 每 个 浓度 梯度 复 性 液 中 透析 


时 间 为 24 h， 保 证 尿素 充分 析出 。 在 复 性 


FE 液 中 透析 完成 后 放 入 磷酸 盐 绥 冲 液 (PBS) 中 继续 


透析 24 h。 在 透析 过 程 中 ， 用 磁力 搅拌 器 匀速 搅拌 使 透析 袋 中 的 尿素 析出 ,变性 重 白 逐 渐 复 


性 。 


1.2.4 Bama MEM E 


加 入 磷酸 盐 缓冲 液 800 kL， 再 加 入 50 uL ou- 乙酸 蔡 酯 底 物 溶液 ，50 CHEKA 10 min, JH 


入 3% 的 十 二 烷 基 硫 酸 钠 (SDS) 溶液 终止 反应 ， 混 匀 后 力 


1.2.5 重组 酶 


反应 管 作 为 对 照 。 用 酶 标 仪 检 测 并 记录 535 nm 处 OD 值 。 


L-4 的 酶 学 性 质 研 究 


1.2.5.1 重组 酶 L-4 适宜 pH 和 pH 稳定 性 


适宜 pH: 


栈 酶 活性 测定 参考 刘春红 等 (和 梁 争 文 等 (1 的 方法 。 具 体 步 双 : 


HA 50 uL 0.02% 的 固 兰 B 盐 溶液 显 


色 ， 混 匀 计 时 30 s 后 ， 再 加 入 50 uL 的 盐酸 溶液 混 匀 使 显 色 稳定 。 采 用 保温 前 添加 SDS 的 


吸取 50 uL 待 测 酶 液 ， 


在 50 CHEF, 分别 在 甘氨酸 -盐酸 (pH 2.5~3.0)、 柠 檬 酸 -柠檬 酸 钠 (pH 


3.5~5.0)、 无 水 吗 啉 乙 磺 酸 (MES ) 组 冲 液 (pH 5.5-6.5) HRA W-AR AN COH 7.0~8.0) 


MZFA 


测定 点 ) 组 


pH fae t 


Ww 


烷 - 盐 酸 (Tris-HCl) 缓冲 液 (pH 8.5~9. 


ZPRr 


5) 15 种 不 同 pH (每 隔 0.5 为 1 个 


体系 中 测定 酶 活性 ， 每 个 处 理 3 个 重复 ， 确 


定 其 酶 促 反 


E: 将 重组 酶 与 不 同 pH 缓冲 液 按 1:9 的 体积 比 稀 释 混 勾 


处 理 30 min， 然 后 于 冰 水 混合 物 中 冷却 30 min, Ab 


E83 个 重复 。 


应 适宜 pH. 


后 ， 放 置 50 水 浴 中 


50 “CALE FIM E SE 
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酶 活性 。 未 处 理 的 重组 酶 液 作为 对 照 ， 计 算 各 pH 绥 冲 液 处 理 后 重组 酶 L-4 的 残余 酶 活性 占 


对 照 酶 活性 百分比 。 


1.2.5.2 ”重组 酶 L-4 适宜 温度 和 温度 稳定 性 


适宜 温度 : 在 适宜 pH 条 件 下 ， 在 30~80 C Chi 5 "CAS 1 个 测试 点 ) 的 各 温度 条 件 


下 测定 酶 活性 ， 每 个 处 理 3 个 重复 ， 确 定 其 酶 促 反 应 适宜 温度 。 


温度 稳定 性 : 将 重组 酶 L-4 在 不 同 温度 (0~80 'C， 每 隔 10 C 为 1 个 测试 点 ) 下 处 理 


30 min， 冰 水 浴 30 min, WH pH 条 件 下 测定 残余 酶 活性 。 未 处 理 的 重组 酶 液 作为 对 照 ， 计 


算 各 温度 条 件 下 处 理 的 重组 酶 L-4 残余 酶 活性 占 对 照 酶 活性 的 百分比 。 


1.2.5.3. 有 机 溶剂 对 重组 酶 人 -4 活性 的 影响 


HPE LE RAAE, WI PÆ (DMSO), ZHE 6 种 有 机 溶剂 (30%、80% 


的 终 浓度 ) 与 重组 酶 L-4 在 30 CE 60 min JG, WEKKA 30 min， 测 定 残余 酶 活性 ， 每 


个 处 理 3 个 重复 。 以 未 加 有 机 溶剂 的 对 照 酶 活性 为 100%。 


1.2.5.4 ”金属 离子 对 重组 酶 L-4 活性 的 影响 


将 溶 于 适宜 pH 缓冲 液 的 10 mmol/L 金属 离子 [ 钠 离子 (Na) 、 镁 离子 Mg) 、 鳃 离 


C Mn”) 、 钙 离子 (Ca) . MU (Ba) 、 二 价 铁 离子 Fee, ERS ( Zn"), 4 


BF (Cu) 、 钾 离子 (K ) 、 镍 离子 NID, SWAT (Fe) ] 与 重组 酶 L-4 液 等 体 


Tu. 在 30 CC 保温 60 min， 冰 水 浴 30 min， 测 定 残余 酶 活性 ， 每 个 处 理 3 个 重复 。 以 未 


加 金属 离子 对 照 酶 活性 为 100% 。 


1.2.6 重组 酶 L-4 对 角 和 蛋白 酶 水 解 羽 毛 的 影响 


1.2.6.1 重组 酶 L-4 与 角 和 蛋白 酶 组 合共 同 降解 羽毛 作用 


测定 重组 酶 L-4、 角 和 蛋白酶 K 二 者 单独 和 组 合 时 降解 羽毛 角 和 蛋白 的 角 和 蛋白 酶 活 。 综 合 


È 2 种 酶 的 酶 学 性 质 ， 选 择 在 SO °C. pH 8.0 的 Tris-HCl 缓冲 体系 中 测定 角 和 蛋白 酶 活性 。 角 


蛋白 酶 活性 测定 方法 参照 王 德 山 号 的 方法 ， 具 体操 作 步 骤 如 下 : 吸取 1.0 mL 待 测 酶 液 ， 加 
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入 2.0 mL 含有 底 物 羽毛 粉 (5 mg/mL) 的 0.05 mol/L, pH 9.5 的 Tris-HCl 缓冲 液 。 适 宜 温 度 


条 件 下 ，180 r/min 振荡 反应 1h。 反 应 过 程 中 为 防止 底 物 羽毛 粉 聚 沉 ， 每 隔 10 min 取出 反应 


液 混 匀 。 反 应 结束 后 立即 加 入 10% 三 氯 乙酸 2.0mL 终止 反应 ,反应 液 静 置 5 min, 10 000 r/min 


离心 10 min (必要 时 二 次 离心 )。 取 上 清 液 测 其 280 nm 处 OD 值 ， 空 白 对 照 为 保温 前 加 终止 


剂 的 样品 。 酶 组 合 的 配 比 方法 按 表 1 进行 。 


表 1 不 同 酶 添加 体积 


Table 1 Volume addition of different enzyme mL 
JH 重组 酶 L-4 fi E AMEK 缓冲 液 
Items Recombination enzyme L-4 Keratinase K Buffer 
重组 酶 L-4 
Recombination enzyme 工 -4 
fi EAK i 
Keratinase K 
重组 酶 L-4+ 角 和 蛋白酶 K 
Recombination enzyme 1 1 


L-4+keratinase K 
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1.2.6.2 ”重组 酶 -4 预 处 理 天 然 羽毛 底 物 的 作用 


将 重组 酶 L-4 与 天 然 羽 毛 底 物 (5 mg/mL ) 等 体积 混合 , 50 水 浴 处 理 1h, 然后 在 55 "C 


条 件 下 测定 角 和 蛋白 酶 K 的 角 和 蛋白 酶 活性 ， 每 个 处 理 3 个 重复 。 


1.3. 数据 统计 分 析 


试验 数据 使 用 SAS 9.3 进行 初步 整理 和 统计 ， 并 用 软件 GraphPad Prism 5 做 图 ， 绘 制 
折线 图 和 柱状 图 。 
2 结果 与 分 析 


2.1 目的 基因 克隆 及 测序 


以 地 衣 芽 孢 杆菌 CP-16 基因 组 DNA 为 模板 扩 增 基 


> 


全 长 。 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 C196) 检测 


扩 增 产物 ， 从 图 1 可 知 条 带 大 小 与 预期 结果 一 致 。 
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M: DNA 标记 物 (100~2 000 bp); 1. 2: 


目的 基因 
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L-4. 


M: DNA marker (100~2 000 bp); 1, 2: target gene L-4. 


图 1 目的 基因 的 PCR 扩 增 


Fig.1 


PCR amplification of target gene 


扩 增 获得 全 长 747 bp 的 基因 序列 。 具 有 完整 开放 阅读 框 ， 编 码 248 个 氨基 酸 。 重 组 酶 


-4 基因 序列 及 


M K 


工 H 


K G 


œ 


L S 


心 


S E 
E 


w OO N DF BPN DR n bL 
H H H N H H 


D OO F NY NY DO O 


K L 


CD 


K S 


Bs 


E G 
E 


心 


N T 


O1 
心 


[o9] 


Y S 


N 0 
Qo o 


N I 


AACACGTTGAAAGCAC 


E 测 编码 氨基 酸 序列 如 下 : 


I V K P Q P 


G F T G N T 


Y T C H A P 


T G P E D W 


G Y E OQ I A 


G Y T V B -I 


E E T M Y E 


K T A E O I 


L K A L Q D L 


P T E YV V Q 


L Y N E V E 


G V L 


D A E 


K G 


R M 


G H 


V M 


L S 


V P 


D Y 


G K 


L G 


G V 


D G 


L G 


M C 


A R 


M E 


in] 
H F 


I A 


TGCAGGATTTGATTGCCGATGTCAGAGA 


D V 


D H 


K Q 


R E 
Bh 


M I 


L K 


ATGAAAATTGTCAAACCACAACCTTTCACATTTAAAGGCGGAAAAAAAGCCGTCCTGCTG 
F T F 
CTGCACGGATTTACGGGCAACACGGCGGACGTCAGAATGCTCGGAAGATATTTGAATGAA 
A D V 
AAAGGCTACACATGCCATGCGCCCCAATATAAAGGCCACGGCGTGCCTCCGGAAGAACTT 
O Y K 
CTCTCCACAGGACCGGAAGACTGGTGGAAAGACGTCATGGACGGATATGAATATCTGAAA 
W K D 
TCGGAAGGATATGAACAAATCGCCGCTTGCGGACTGTCTCTCGGAGGGGTTTTTTCATTG 
A C G 
AAATTGGGTTACACTGTACCCATAAAGGGAATTGTTCCAATGTGCGCGCCGATGTACATC 
K G I 
AAAGCGAAGAGACGATGTACGAGGGTGTGCTTGATTATGCCCGCAATTATAAGAAATTT 


K A V L L 


R Y L N E 


P P E E L 


Y E Y L K 


G V F 


S L 


A P M X. 


N Y K K F 


GAAGGCAAGACAGCGGAGCAGATTGACGCTGAGATGGAAGAATTCAAAAAAACGCCGATG 


K K T P M 


GCATGTGGACATGATC 


H V D M I 


TATTCGCCTACATTTGTCGTGCAGGCGCGCCACGATCATATGATTAATACGGACAGCGCA 
A R H 
AACATCATCTACAATGAAGTTGAAACGGATGATAAGCAGCTGAAATGGTATGAAGAATCA 
T D D 


N T D S A 


W Y E E S 
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661 GGTCATGCCATCACATTGGATAAAGAACGCGAAACACTGCACAAGGATGTGTATCAATTT 


221 G H A I 


T DK ERE T L H KD V Y QOF 


721 TTAGAAACGTTGGATTGGCAGACATAA 
241 L E T L DW OQ T * 


22 ”表达 质粒 的 构建 


将 目的 基因 与 质粒 分 别 经 BamHI, Xhol 限制 性 内 切 酶 酶 切 后 ， 经 TA DNA 连接 酶 将 二 


者 连接 后 转化 入 E.coli DH5a。 对 阳性 克隆 进行 菌 液 PCR 初步 鉴定 后 提取 质粒 进行 双 酶 切 鉴 


定 〈 图 2)， 结 果 显 示 表 达 质 粒 构 建成 功 。 


M: DNA 标记 物 (100~2 000 bp); 1: 重组 质粒 pET-22b-L-4; 2: 单 酶 切 重 组 质粒 pET-22b-L-4; 3: XX 


酶 切 重 组 质粒 pET-22b-L-4. 


M: DNA marker (100~2 000 bp), 1: recombinant plasmids pET-22b-L-4; 2: enzyme digestion of recombinant 


plasmids pET-22b-L-4; 3: double enzyme digestion of recombinant plasmids pET-22b-L-4. 


图 2 UER 


Fig.2 Results of enzyme digestion 


2.3 ”重组 酶 菌株 诱导 表达 及 包涵 体 纯化 复 性 


将 鉴定 正确 的 Ecoli BL21 (DE3) 经 IPTG 诱导 表达 ，SDS-PAGE 检测 表达 结果 见 图 3。 


结果 显示 ， 重 组 酶 L-4 ii 


行 了 成 功 表达 ， 表 达 蛋 白 大 小 与 预测 值 28.3 ku 大 小 相符 。 进 一 步 


对 超声 上 清和 超声 沉淀 分 析 (图 4)， 重 组 酶 L-4 表达 蛋白 主要 以 包涵 体 的 形式 存在 超声 沉 


演 中 。 对 表达 菌 体 超 声 破碎 收集 包涵 体 蛋 白 , 通过 镍 琼脂 糖 凝 胶 柱 纯化 并 进行 梯度 尿素 透析 
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复 性 ， 得 到 活性 酶 重 白 。 测 定 酯 酶 活性 为 0.42 U/mL。 


1 2 M 


175kDa 
130kDa 
95kDa 
70kDa 
62kDa 
51kDa 
42kDa 


29kDa 


22kDa 


14kDa 
10.5kDa 


M: 彩虹 和 蛋白 标记 物 ，1: 重组 酶 L-4 诱导 前 ; 2: EAN L-4 诱导 后 。 


M: rainbow protein marker; 1: before induction of recombinant enzyme L-4; 2: after induction of recombinant 
enzyme L-4. 
图 3 JANE L-4 诱导 表达 的 SDS-PAGE 分 析 1 


Fig.3 SDS-PAGE analysis 1 of inducible expression of recombinant enzyme L-4 


14kDa 
10.5kDa 


M: 彩虹 蛋白 标记 物 ， 1、2、3: 分 别 为 重组 酶 L-4 诱导 后 全 菌 液 、 超 声 上 清 、 超 声 沉淀 。 


M: rainbow protein marker; 1, 2 and 3: whole bacteria fluid, ultrasonic supernatant and ultrasonic sediment of 


after induction of recombinant enzyme 工 -4. 


图 4 重组 酶 L-4 诱导 表达 的 SDS-PAGE 分 析 2 
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Fig.4 SDS-PAGE analysis 2 of inducible expression of recombinant enzyme L-4 


A 
2.4 重组 酶 L-4 酶 学 性 质 


2.4.1 


重组 酶 L-4 适宜 pH 和 pH 稳定 性 


最 适 pH Optimal pH 


相对 酶 活 Relative activity% 


pH 稳定 性 pH stability 


相对 WEIR Relative activity% 


0 1 2 3 4 5 6 7 & Y 10 


图 5 pH 对 重组 酶 L-4 相对 活性 的 影响 及 pH 稳定 性 


Fig.5 Effects of pH on relative activity of recombinant enzyme L-4 and pH stability 


由 图 5 可见, 重组 酶 人 -4 适宜 pH X 6.5, Æ pH 5.5~7.0 内 其 相对 活性 能 够 较 好 保持 (60% 


以 上 )，pH 超出 此 范围 内 其 相对 活性 急剧 下 降 。 重 组 酶 L-4 在 pH 6.5~9.5 内 处 理 30 min 相 


对 活性 保持 在 80% 以 上 ， 稳 定性 较 好 ， 属 于 中 性 脂 类 水 解 酶 。 


2.4.2 


重组 酶 L-4 适宜 温度 和 温度 稳定 性 
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相对 AR Relative activity% 
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最 适 温 度 Optimal temperature 
120 


40 
20 
B0 
20 40 60 80 100 
温度 Temperature/°C 
i PEEL Temperature stability 
150 


90 


相对 酶 活 Relative activity% 
a 
> 


0 20 40 60 80 100 
温度 Temperature/°C 


图 6 温度 对 重组 酶 L-4 相对 活性 的 影响 及 温度 稳定 性 


Fig.6 Effects of temperature on relative activity of recombinant enzyme L-4 and 


由 图 6 ur, 


temperature stability 


重组 酶 L-4 的 适宜 反应 温度 为 50 C, Æ 30-50 ‘CC 相 对 活性 较 高 (65% 


以 上 )， 高 于 50 'C 时 ， 相 对 活性 急剧 下 降 ， 高 于 65 时 相对 活性 基本 完全 丧失 。 在 低 于 


E30 min， 重 组 酶 L-4 相对 活性 可 稳定 保持 900% 以 上 。 综 合适 宜 温 度 与 温 


55 的 温度 中 处 到 


度 稳定 性 ， 脂 类 水 解 酶 L-4 属于 中 温 酶 类 。 
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2.4.8 ”有 机 溶剂 对 重组 酶 L-4 相对 活性 的 影响 


30% 
E 80% 


相对 HEF Relative activity% 


乙醇 pns 丙酮 ZPREA LAE 对 照 
有 机 溶剂 organic solvents 


图 7 有 机 溶剂 对 重组 酶 L-4 相对 活性 的 影响 


Fig.7 Effects of organic solvents on relative activity of recombinant enzyme 工 -4 


FH 


7 可 见 ， 当 有 机 溶剂 终 浓 度 为 30% 时 ， 重 组 酶 L-4 在 DMSO 中 可 保存 相对 活性 


97%， 在 甲醇 中 可 保存 相对 活性 85%, 在 丙酮 和 乙醇 中 可 保存 相对 活性 45% 以 上 , 而 在 异 丙 


醇 中 保存 相对 活性 不 到 20%， 在 乙 且 中 相对 活性 基本 完全 丧失 。 当 有 机 深 剂 终 浓度 为 80% 


时 ,重组 酶 L-4 仅 在 甲醇 和 有 异 丙 醇 中 保存 较 低 相对 活性 , 在 其 他 有 机 溶剂 中 相对 活性 基本 完 


BIER 


2.4.4 金属 离子 对 重组 酶 L-4 相对 活性 的 影响 


由 图 


250 


相对 酶 活 Relative activity% 


Na K Mg Mn Ca Ba Zn Cu Fe3+ Ni Fe2+ 对照 
金属 离子 metal ions 


图 8 金属 离子 对 重组 酶 L-4 相对 活性 的 影响 


Fig.8 Effects of metal ions on relative activity of recombinant enzyme 工 -4 


8 可 见 ， 金 属 离子 浓度 为 10 mmolL it, Fe”, Nah, Mn”, Ca Xt EAN L-4 JH 


对 活性 具有 激活 作用 ，Ba”"、Zn”*、Cu”*、Ni?2 IJE 


属 离子 对 相对 活性 的 影响 较 小 。 Fe 的 激活 作用 最 


Cu 的 抑制 作用 最 为 


明显 ， 仅 保存 相对 活 公 


2.5 ”重组 酶 L-4 对 


| BE 


2p: 


y L-4 5 ff 


酶 


Lm 
nap 
ASS 
fo 


面 作用 ， 其 原因 有 # 


1E 


iibi. 


K2 


K 水 解 羽 毛 的 影 


酶 L-4 不 


ENS K 的 活性 。 


E 组 酶 L-4 相对 活性 


ar 


K 组 合共 同 降解 羽毛 的 作用 


HA ff 


iml 
pad 


组 酶 


不 同 酶 水 解 羽 毛 的 角 和 蛋白 酷 


ED 


EB] 7.5396. 


L-4 X1 fü 


i 


rj 


FE 


Hi 


明显 , A ie 


E, HEY 


活性 


有 抑制 


HE L-4 FATT t 


Hi& L-4 和 角 


作用 ， 其 他 金 


生 提 高 1 倍 ; 


zi 
E 


K 混合 


Sj: 


白 酶 K 酶 解 羽毛 底 物 起 到 负 


Table 2 Keratinase activity of different enzyme hydrolyzed feather 


项 


Items 


Enzyme active/ (U/mL) 


| 中 


EE 组 酶 L-4 


Recombination enzyme L-4 


fi E AMEK 
Keratinase K 
EE 组 酶 L-4+ 角 和 蛋 


白 酶 K 


Im 


Recombination enzyme L-4+keratinase K 


37.00 


-: 未 测 出 


not detected。 


2.5.2 重组 酶 L-4 预 处 理 天 然 羽 毛 底 物 的 作用 

从 表 3 可 以 看 出 ， 重 组 酶 L-4 对 底 物 《天然 羽毛 ) 进行 预 处 理 ， 测 定 角 和 蛋白 酶 K 的 角 
蛋白 酶 活性 , 重组 酶 预 处 理 天 然 羽 毛 底 物 对 角 和 蛋白 酶 K 的 活性 有 提高 趋势 , 促进 率 为 4.32%。 

表 3 重组 酶 L-4 预 处 理 底 物 的 作用 
Table 3 Effects of recombinant enzyme pretreatment substrate 

底 物 酶 活性 促进 率 
Substrate Enzyme active/ (U/mL) Promotion rate/% 
天 然 羽 毛 Natural feathers 4.34 ais 
预 处 理 羽毛 Pretreatment feathers 4.53 ` 
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3 Wd ic 


E.coli LIM PHARE. W 


繁殖 、 生 产 成 本 低 、 表 达 外 源 基 因 产 


为 表达 宿主 时 ， 表 达 速 度 快 ， 修 饰 作用 少 ， 


研究 中 表达 的 重组 酶 L-4 以 包涵 体 的 形式 存 矿 


不 能 将 表达 的 


量 高 、 遗 传 图 谱 和 基因 表达 调控 机 制 明 确 号 1。 


出 
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[ 完 最 成 熟 的 基因 工程 原核 表达 系统 ， 其 主要 优点 是 易 


VJ, E.coli 


白质 有 效 的 分 泌 至 胞 外 中 4。 本 


E， 表 达 量 较 高 ,但 大 部 分 无 生物 活性 。 


在 工业 


化 生产 中 ，E.coli 表达 脂 类 水 解 酶 没有 优势 ， 仍 需 继续 探讨 其 他 表达 系统 的 表达 情况 。 


酶 学 性 质 决 定 了 酶 重 白 在 生产 中 的 应 


纯化 和 梯度 尿素 复 性 获得 有 活性 的 酶 


6.0~8.0 的 弱酸 偏 碱 的 范 


酶 L-4 其 适宜 pH 为 6.5, 在 pH 6.5~9.5 之 间 具 有 良好 的 稳定 性 , 在 此 pH 范围 缓冲 液 中 处 理 


30 min， 能 保持 80% 以 上 的 相对 活性 。 


f 日 ， 并 对 


这 可 外 


已 
已 


其 性 质 ; 


行 研究 。 脂 肪 酶 适宜 


用 潜质 和 领域 ,重组 酶 L-4 包涵 体 经 镍 琼脂 糖 凝 胶 


pH 一 般 在 


IA, pH 的 稳定 范围 一 般 在 4.0~11.0 ZAI, AER A 


与 地 衣 芽 孢 杆菌 CP-16 以 羽毛 角 和 蛋白 为 唯一 碳 


源 和 氮 源 有 关 。 地衣 芽孢 杆菌 CP-16 在 发 酵 过 程 中 进行 脱 氨 作 


用 产生 碳 骨 架 作为 碳 源 , 脱毛 


作用 使 发 醇 液 随时 间 呈 碱 性 变化 中 。 地 衣 芽 孢 杆菌 CP-16 产生 的 蛋白 酶 为 碱 性 蛋白 酶 7， 


加 快 角 和 蛋白 降 解 ， 为 地 衣 芽 孢 杆 菌 CP-16 提供 更 多 养分 ， 有 利于 生存 。 


重组 酶 L-4 适宜 温度 为 50 'C， 在 低 于 55 的 温度 中 处 理 


E30 min， 相 对 活性 稳定 ， 属 


于 中 温 脂 类 水 解 酶 。 脂 肪 酶 的 适宜 反应 温度 一 般 在 30~50 ‘CP ”1。 不 同 来 源 的 脂肪 酶 温度 


稳定 性 存在 区 别 ， 


研究 者 筛选 到 耐 高 温 脂肪 酶 避 ， 了 


其 适用 性 更 加 广泛 。 工 业 生 产 中 纸浆 


脱脂 脱 墨 、 母 乳脂 肪 代 蔡 品 结构 油脂 1,3- 二 油 酸 -2- 棕 榈 酸 甘 油 三 醋 COPOO 的 生产 ， 都 需要 


耐 热 良好 的 脂肪 酶 参与 3。 


金属 离子 可 以 作为 酶 的 激活 剂 或 抑制 剂 ， 通 过 组 成 酶 活性 


LO, 稳定 酶 的 构象 ， 连 接 酶 


与 底 物 而 影响 酶 活性 。 本 试验 中 ， 金 属 离子 浓度 为 10 mmol/L 时 , Fe". Na’, Mn’, Ca” 


对 重组 酶 L-4 相对 活性 


Cu 的 抑制 作用 最 为 明显 。 冶金 勇 8 研究 结果 表明 , Ba 对 脂肪 酶 活性 


具有 激发 作用 ， 


Ba". Zn". Cw". Ni AEG ERA IE, 


LA A S FA ee aE FA , 
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与 本 研究 的 结果 相反 , 这 可 能 与 酶 基因 类 型 不 同 有 关 。 很 多 酶 促 反 应 是 在 非 水 相 的 有 机 溶剂 


中 进行 的 ， 如 脂肪 酸 酯 、 生 物 柴油 的 合成 a， 有 机 溶剂 对 酶 活性 的 影响 也 很 值得 探究 。 当 


有 机 溶液 浓度 为 30% 时 ， 重 组 酶 L-4 Æ DMSO、 甲 醇 中 保持 较 高 相对 活性 ， 在 丙酮 、 乙 醇 


中 保存 相对 活性 45% 以 上 ， 蜡 两 醇 、 乙 且 中 相对 活性 基本 丧失 。 当 有 机 溶液 浓度 为 80% 时 ， 


对 重组 酶 L-4 相对 活性 的 影响 特别 大 ， 活 性 基本 损失 。 


羽毛 表面 的 脂 类 主要 为 尾 脂 腺 分 泌 的 脂 类 混合 物 ， 存 在 多 种 酯 化 方式 , 包括 脂肪 族 单 酯 


类 、 二 酯 类 5。 传 统 的 脱脂 方法 包括 碱 性 溶液 皂 化 法 、 表 面 活性 剂 乳 化 法 、 有 机 溶剂 法 请。 


传统 脱脂 方法 不 仪 污染 环境 , 且 处 理 后 的 羽毛 仍 含有 大 量 的 化 学 试剂 , 很 难 在 动物 饲料 中 利 


用 。 脂 类 水 解 酶 是 具有 催化 酯 键 水 解 和 


Td 


生成 的 一 类 水 解 酶 , 包括 酯 酶 和 脂肪 酶 ， 可 实现 高 效 


环保 脱脂 。 微 生物 酶 解脱 脂 ,在 羊毛 加 工 工艺 中 广泛 应 用 ， 常 利用 脂肪 酶 去 除 表层 朴 水 性 脂 


类 物质 tl， 角质 酶 水 解 纤维 中 的 脂肪 酸 酯 中 。 王 平 中 通过 脂肪 酶 、 角 质 酶 、 角 和 蛋白酶 综合 


作用 对 羊毛 改 性 加 工 。 多 个 角 和 蛋白 降解 菌 发 酵 液 中 检测 到 了 脂肪 酶 活性 ”站 ， 但 角 蛋 白 降解 


NS 


Pas IR AS ZK TE RE XS CK AE] E R8 E A Be PE MO IHE ZG TAS DGIO» EW FE HS AT 8 8 ELI 


S 


水 解 羽 毛 的 影响 中 ， 将 重组 酶 L-4 和 和 角 和 蛋白 酶 K 混合 处 理 角 蛋 白 1h， 测 定 角 和 蛋白 酶 活性 。 


发 现 2 种 酶 共同 作用 时 角 蛋 白 酶 活性 不 如 单独 用 角 蛋 白 酶 处 理 时 , 脂 类 水 解 酶 可 能 对 角 蛋 白 


酶 的 活性 产生 影响 。 这 种 现象 的 具体 原因 及 影响 机 制 有 待 进一步 研究 。 在 实际 羽毛 降解 菌 发 


挥 作用 时 ,这 2 种 酶 作用 时 间 可 能 存在 先后 关系 。 用 重组 酶 L-4 预 处 理 天 然 羽 毛 底 物 后 ， 可 


以 促进 角 和 蛋白 酶 K 对 底 物 的 水 解 作用 , 促进 率 为 4.32%。 说明 重 组 酶 L-4 对 降解 羽毛 表面 的 


脂 质 起 到 一 定 的 作用 。 脂 类 水 解 酶 将 羽毛 表面 的 脂 质 水 解 ， 增 加 了 羽毛 的 杀 水 性 ， 促 进 角 和 蛋 


白 酶 直接 作用 于 羽毛 角 和 蛋白 。 但 重组 酶 L-4 促进 角 蛋 白 酶 的 效率 不 高 ， 有 待 进 一 步 挖掘 地 衣 


芽孢 杆菌 CP-16 降解 羽毛 脂 质 较 快 的 其 他 脂 类 水 解 酶 。 
4 结 论 


O MERKEA CP-16 基因 组 中 扩 增 脂 类 水 解 酶 基因 ， 在 E.coli 中 成 功 表达 ， 获 得 


重组 


£L Wc 八 P, uh 
China Iva tF 


Vo 


R$ L-4. 


n 


重组 酶 L-4 适宜 温度 为 50 C, JH pH 为 6.5， 在 碱 性 环境 条 件 下 活性 相对 稳定 ， 


Fe", Na’. Mn’. Ca 对 其 相对 活性 有 促进 作用 。 重 组 酶 L-4 在 有 机 溶液 DMSO 中 保持 相 


对 活 


溶剂 


性 97%， 甲 醇 中 保持 相对 活性 85%， 丙 酮 、 乙 醇 中 保存 相对 活性 45% 以 上 ， 其 他 有 机 


使 其 相对 活性 基本 丧失 。 


重组 酶 L-4 预 处 理 天 然 羽 毛 底 物 1 h 后 ， 对 角 和 蛋白 酶 K 水 解 底 物 有 促进 趋势 但 效率 


@ 脂 类 水 解 酶 将 羽毛 表面 的 脂 质 水 解 ， 增 加 了 羽毛 的 杀 水 性 ， 促 进 角 和 蛋白酶 直接 作用 


于 羽毛 角 香 白 。 
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Research on Lipolytic Enzymes from Bacillus licheniformis CP-16 
LIShuang! ZHANG Tieying" LIAO Chaoyong! LIANG Zhengwen! MA Xiafei LIU 
Junli' 

C1. State Key Laboratory of Animal Nutrition, Institute of Animal Science, Chinese Academy of 
Agricultural Science, Beijing 100193, China 2. College of Animal Science and Technology, Gansu 
Agricultural University, Lanzhou 730070, China) 

Abstract: In order to explore the influence of lipolytic enzyme on feather degradation, the lipolytic 
enzyme gene of Bacillus licheniformis CP-16 was cloned and heterologous expressed in this 
research. The target gene of recombinant enzyme L-4, which was used Bacillus licheniformis 
CP-16 genome DNA as a template, amplified lipid hydrolase gene, and then transferred into 
Escherichia coli for expression of the targeted gene. The optimum pH, pH stability, temperature, 
temperature stability and effects of organic solvents and metal ions on relative activity of the 
recombinant enzyme L-4 were determined, and its application on keratin K hydrolyzed natural 
feather keratin was also investigated. The results showed that the length of lipid hydrolase gene 
was 747 bp, encoded 248 amino acids, the recombinant enzyme L-4 was successfully expressed in 
Escherichia coli, and the molecular weight was about 28.3 ku, the esterase activity was 0.41 U/mL, 
the optimum pH was 6.5, the optimum temperature was 50'C. The relative activity of recombinant 
enzyme L-4 kept above 80% treated with 30 min under pH 6.5 to 9.5 condition, and the relative 
activity kept above 70% treated with 30 min under below 50 ‘°C condition. The ferrous iron (Fe?"), 
sodion (Na ),manganese ion (Mn?) and calcium ion (Ca?) had an stimulative effect on the 
relative activity of recombinant enzyme L-4, while the barium ion (Ba?*), zinc ion (Z^), copper 
ion (Cu?) and nickel ion (Ni?) had an disincentive effect on the relative activity of recombinant 
enzyme L-4. When the concentration of organic solvent was 30%, the relative activity of 
recombinant enzyme L-4 kept 85% and 97% in methanol and dimethyl sulfoxide solutions, the 
relative activity kept above 45% in acetone and ethanol solutions, the relative activity kept less 
than 2096 in isopropanol solution, while the relative activity was complete loss in acetonitrile 
solution. The pretreatment of natural feather substrates with recombinant enzyme L-4 promoted 
the hydrolysis of keratinase K to the substrate, and the promotion rate is 4.32%. In conclusion, 
lipolytic enzymes can degrade feather surface lipids and it may play a role in promoting keratin 
hydrolysis of feather keratin. 


Key words: Bacillus licheniformis ; lipolytic enzymes; keratin; feather lipid ;cloning and 


expression 
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